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論 文 内 容 要 旨
血小板 活性化 因子(platelet.activatingfactor,PAF,1-0-alky1-2-ace七yl-sn-glycero-3-phosphocho
line)は,細 胞 の膜 リン脂質 に由来 する脂溶性 のケ ミカル メデ ィエー ターで あ り,喘 息や腎炎 な どの炎 症
性疾患 や生体の恒常性 維持 に重要 な役割 を担 って いると考 え られている。炎症反 旛時 にはマクロフ ァージ
な どの種 々の炎 症性細胞 でPAFが 産 生 され るが,炎 症性 細胞 がPAFを 産生 す る際 に はprosta-noids
も膜 リン脂質か ら同時 に産生 され る。ProstaglandinE2(PGE2)を は じめ とす るprostanoidsはPAF
と同様 に極 めて微量 で強力 な生理活性 を発現す るため,刺 激 によ るPAF産 生 は同時 に産 生 され るprost-
anoidsに よって何 らか の作用 を受 けて いる可能 性が考 え られ る。PAFの 生合成阻害薬の開発 は,喘 息 な
どのよ うにPAFが 関与 してい ると考 え られる種 々の疾患 の治療 薬 と して有用 で あ るだ けで な く,PAF
の生理 的役割 を解析 す るための手段 として も有用で あ る ことが考 え られ るが,そ の よ うなprostanoids
の生理 的な作用 によるPAF産 生 の調節機序が実際 に存在 す るか ど うか解析 す る こ とは,PAF生 合成 の
阻害薬 を開発す る上 で重要 な方法論 になる。
マ クロフ ァー ジな どの細胞 の培養系 にお いて は,刺 激 によ って産生 され るPAFは 細胞 外 に放 出 されず
細胞 内に留 まる。PAFを 投与す る実験 において は,投 与 されたPAFは 細胞膜7回 貫通 型 のPAF受 容体
を介 して薬理作用 を発現す るが,細 胞内PAFの 生理 的役割お よび作 用機構 にっいて は明 らか に されて い
な い。細胞 内PAFの 作用機構 を明 らか にす ることは,こ れ までの細 胞膜 受容 体 を介す る細胞 外PAFの
作用 とは異 なるPAFの 新 たな作用を解明す ることになる。 また,細 胞膜PAF受 容体拮抗薬 とは異 な り,
細 胞内PAFの 作用拮抗薬 という新たな医薬 を開発す る有力な手掛 か りを得 る ことがで きる可 能性 が生 じ
て くる。Tumornecrosisfactor一 α(TNRα)は,様 々な刺激 によ りマク ロファー ジか ら産 生 され る炎
症性 のサ イ トカイ ンの一っで あるが,多 くの場 合でTNF一 αをは じめとす るサ イ トカイ ン産生 の経 時変 化
は,PAFやprostanoidsな どのケ ミカルメデ ィエーター産生 の経時変化 に比べて遅発的である。 したが つ
て,刺 激 によ り即時的 に産生 され る細胞 内PAFは,TNF一 α産生 に対 して何 らかの作用 を及 ぼ し制御 し
て いる可能性 が考え られ る。 このよ うな可能性 が実際 に存在 す るか どうか明 らか にす る ことは,炎 症の進
展 を制御 す る方 法論 を構築 す る上 で重要 である。 また,細 胞外PAFだ けで な く,細 胞 内PAFの 生理 的
役割 を明 らかにす ることは,PAF産 生 の本質 的な生理的意義を明 らかにす る上 で重要 である。
そ こで本研究 は,炎 症性細胞 であ り種 々の刺激 により細胞 内PAF産 生 とPGE2産 生 を著 しく充進 す る
ラ ット腹腔 マ クロフ ァージを用いて,PAF生 合成阻害薬の開発 の有用性 を明 らか にす る目的で,細 胞 内
PAFの 産生 調節機序 にっ いてPGE2産 生 との関連性か ら解析 した(第 一章)。 細胞 内PAFの 産生調 節機
序 の解析 か ら得 られた知見 を もとに,細 胞 内PAFの 生理 的役割 および作用機構 について明 らか にす る 目
的で,細 胞 内PAFのTNF一 α産生 に対 す る役割 にっ いて解析 した(第 二章)。
第一章 細胞内血小板活性化因子の産生調節機序の解析
ラ ッ ト腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 培 養 系 を 用 い て,Ca2+rATPase阻 害 薬 で あ るthapsigargin(TGIや
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proteinkinaseC活 性化薬 である12-0-tetradecanoyl-phorbol13-acetate(TPA)の 刺激 に よるPAF
産生 充進 とPGE2産 生元進 にっいて解析 し,同 時に産生 され るPGE2に よ ってPAF産 生 が どの よ うに
調 節 されて いるか解析 した。Bactopeptoneとsolublestarchを それぞれ5%(w/v)含 む滅菌水 溶液
を ラ ッ ト(Sprague-Dawley系,retired)の 腹腔 に注射 し,4日 後 に腹腔浸潤細胞を採取 した。 マ ク ロ
フ ァージが1.5x106cells/m1の 密度 にな るよ うに腹腔浸潤細胞をmediumに 懸濁 し,細 胞懸濁液をplastic
dishに 添加 して2時 間培養 した。次 いで,dishに 接着 しない細胞 を洗 い出 し,接 着 した細 胞 を さ らに20
時間培養 した。 その後,再 び洗浄 し,マ クロフ ァー ジを各種薬物 を含むmedium中 で一 定 時間培 養 した
後,細 胞 内のPAF量 を,抽 出,精 製後,radioimmunoassay法 で測定 した。 また,培 養 液 中 のPGE2
量 をradioimmunoassay法 で測定 した。 その結果,刺 激 による細 胞内PAF産 生 は,同 時 に産生 され る
PGE2に よ って抑制的 な調節を受 けてい ることが本研究 により明 らかにな った。 この ような結 論 は,以 下
に述 べ る1)～3)の 実験結果 による ものであ る。1)TG刺 激やTPA刺 激 によるPAF産 生 充 進 は,同 時
に充 進す るPGE2産 生 をcyclooxygenase阻 害薬(indomethacin,naproxenお よびibuprof6n)で 抑
制 させ るの に伴 い増 強 された。 また,cyclooxygenase阻 害 薬 によるPAF産 生増強 作用 は,PGE2を 添
加 して培養 す ることによ って打 ち消 された。2)TG刺 激 に よ るPAF産 生 充進 はPGE2添 加 に よって抑
制 された。3)TG刺 激やTPA刺 激 によるPAF産 生元進 は,ア ラキ ドン酸添加 によ ってPGE2産 生 を さ
らに増大 させ るのに伴 い抑制 された。 また,ア ラキ ドン酸添加 によるPAF産 生抑制作用 は,PGE2産 生
の増大 をindomethacinで 抑制 させ ると打 ち消 された。
細胞 内PAF量 はPAFの 生合成 と分解 の差 か らなる蓄積量 であ るため,indomethacinにPAF分 解 酵
素で あ るPAFacetylhydrolase活 性 を抑制 す る作 用 が あるか ど うか検討 したが,indomethacinに は
PAFacetylhydrolase活 性 を抑制す る作用 は認 め られなか った。 したが って,cyclooxygenase阻 害薬
によるPAF産 生増強作用 は,PAF分 解系の抑制 によ る見か け上のPAF量 の増加 で はな く,PAF生 合
成系 の元進 による もので あること,す なわち,刺 激 によって同時に産生 され るPGE2は,PAF生 合成 系
に対 して抑制的 に作用 して いることが明 らかになった。
戸GEBに は細胞内cAMPレ ベルを上昇 させ る作用があ るため,PGE,のPAF生 合成 系抑 制作 用 に は
cAMPレ ベルの上昇 が関与 しているか どうか検討 した。TPA刺 激 による細胞 内cAMPレ ベルの上昇 は,
indolnethacihでPGE2産 生 を抑制 させ る と低 下 した。Indomethacinに よ るcAMPレ ベ ルの低下 は,
PGE2を 添加 して培養 す ることによ り回復 した。 また,ア デニル酸 シク ラー ゼ活 性化 薬(forskolin)や
cAMP誘 導体(dibutyrylcAMPお よび8-bromocAMP)は,TG刺 激 に よるPAF産 生 を抑 制 した。
これ らの結果か ら,PGE2のPAF生 合成系抑制作用 には細胞 内cAMPレ ベ ルの上昇 が 関与 して い る こ
とが明 らかに な った。
以上 の知見ゑ ら,刺 激 によるマ クロファージの細胞 内PAF産 生 は,同 時 に産生 され るPGE2に よ って
抑 制的な調 節を受 けて いることが明 らか になった。 また・PAFの 生 合成系は・PGE2に よる細胞内cAMP
レベルの上昇 によ って抑制的に調節 されて いることが明 らかにな った。
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第二章 細晦 内血小板活性化因子の作用機構 の解析
ラッ ト腹腔 マクロフ ァージの培養系を用いて,TG刺 激 によるマクロフ ァー ジの細 胞 内PAF産 生充 進
とTNF一 α産生元進 について解析 し,細 胞内PAFがTNF一 α産生 に対 してどの よ うに作 用 して い るか解
析 した。 その結果,TG刺 激 によ って産生 され る細胞 内PAFは,TNF一 α産生 に対 して促進 的 に作用 し
て いることが本研究 によ り明 らか にな った。 このような結論 は,以 下 に述べ る1)～3)の 実験結 果 による
もので ある。1)TG刺 激 に よる細 胞 内PAF産 生 をCoA-independenttrans-acylase阻 害薬(SK&F
98625)で 抑制 させ るのに伴 い,TNF一 α産生 は抑制 された。2)TG刺 激 によるTNF一 α産生 はPAF拮 抗
薬(E6123,L-652,731お よびCV-6209)に よ って抑制 され た。3)TG刺 激 によ る細 胞 内PAF産 生 を
indomethacinで 増大 させ るの に伴 い,TNF.α 産生 は増 強 された。 また,indomethacinに よ るTNF一 α
産生増強作用 はPAF拮 抗薬 によ って打 ち消 された。
培養液 にPAFを 添加 して培養 し,細 胞外PAFにTNF一 α産生 を充進 させ る作 用が あ るか ど うか検討
したが,細 胞外PAFは,マ ク ロファージのTNF一 α産生 を元進 させ なか った。 したが って,細 胞 内PAF
の作用機構 は,細 胞膜PAF受 容体 を介す るオー トクライ ンによる もので はな く,細 胞 内PAFのTNF一
α産 生 に対す る促進的 な作用 は,細 胞 外PAFと は異な り,細 胞 内PAFに 特異 的 な作用 で あ る ことが明
らか になった。
TNF一 α産生 に対 す る細胞 内PAFの 促進的な作用 には,細 胞膜PAF受 容体 が関与 して いな い こ とを
さ らに明 らか にす るため,東 京大学医学部第二生化学教室 清水 孝雄教 授 らが作成 した細胞 膜PAF受 容
体欠 損 マウスの恵与 を受 け,細 胞膜PAF受 容体 を もたないマ ウス(一/一)お よびその ワイル ドタイ プ
マ ウス(+/+)の 腹腔 マ クロフ ァー ジを用 いて検 討 した。 その結果,細 胞膜PAF受 容体 欠損 マ ウスの
場合 で も,ワ イル ドタイプマ ウスの場合 と同 じように,刺 激 によるマクロフ ァージのTNF一 α産生 はPAF
拮抗薬 によ って抑制 された。 この結果 か らも,TNF一 α産 生 に対す る細胞 内PAFの 促 進的 な作 用 に は,、
細胞膜PAF受 容体 が関与 していない ことが示 唆 された。 また,細 胞膜PAF受 容体 欠 損 マ ウスの場 合 と
ワイル ドタイプマウスの場合 とでは,マ クロフ ァー ジのTNF一 α産生量 に関 して差 は認 め られなか った こ
とか らも,細 胞 内PAFは 細胞膜PAF受 容体 の有無 に関 わ らずTNF一 α産生 に対 して促進 的 に作用 して
いる ことが示唆 された。
刺激 によるTNF一 αmRNAレ ベルの上昇 はPAF拮 抗薬 によって抑制 された ことか ら,TNF一 α産生 に
対す る細胞 内PAFの 促進的 な作用 はmRNAレ ベルで起 きてい る可能 性 が示唆 された。 細 胞 内PAFの
TNF一 α産生 に対す る促進的 な作用が転 写 レベルで起 きてい るかど うか につ いて は,細 胞 内PAFの 作 用
機構 を明確 にす るために今後明 らか にす る必要 がある。
以上 の知 見か ら,TG刺 激 によ って産生 され る細胞 内PAFは,細 胞外PAFと は異 な り,TNRα 産 生
に対 して促 進的な作用を及 ぼ して いることが明 らか にな った。 また,細 胞内PAFの 作用機 構 は,細 胞 膜
PAF受 容体 を介 す るオー トクライ ンによる もので はな く,お そ らく細胞内メ ッセ ンジ ャー と しての もの
で あることが示唆 され た。 》
本研究 によ り,細 胞内PAFに は,細 胞膜受容体 を介す る細胞外PAFの 作用 とは独立 した新 たな生 理
一40一
作用が存在することを解明することができた。また,そ の作用機構 も細胞外PAFと は異なり,こ れまで
の細胞膜PAF受 容体拮抗薬 とは異なる新 たな細胞内PAFの 作用拮抗i薬を開発する有力な手掛か りを得
ることができた。刺激によって産生される細胞内PAFが,炎 症性のサイ トカイ ンであるTNF一 αの産生
に対 して促進的に作用 し,そ の産生を制御 していることを示唆する結果は,マ クロファージにおける炎症
反応の進展に,細 胞内PAFが 深 く関与 している可能性力!あることを示唆 した。細胞内PAFに 選択性の
高い作用拮抗薬を見いだす ことができれば,種 々の炎症性疾患における細胞内PAFの 関与について,ま
た,PAF産 生の本質的な生理的意義にっいて詳細に解析することができるであろう。細胞内PAF拮 抗
薬を開発するために,細 胞内PAFが 細胞内のどのような標的に対 して,ま た,ど のような機構で生理作
用を発現するのか,今 後詳細に解析する必要がある。
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審 査 結 果 の 要 旨
本研 究 は,喘 息や腎炎な どの炎症性疾患 に関与す るケ ミカルメデ ィエーターの一 っ とされてい る血小 板
活性 化因子(Platelet-activatingfactor,PAF)に 関 し,特 に細胞内PAFの 役割 とその産 生調 節機 序 を
解 明す る ことによ り,PAFが 関与す る種々の疾患 の治療薬 と してのPAF生 合成阻害薬や細胞 内PAF作
用拮抗薬 とい う新 たな医薬の開発 に役立つ理論 を構築す ることを目指 した ものであ る。
種 々の刺激 に応 じてprostaglandinE2(PGE2)産 生 と細胞内PAF産 生 力坑 進 す るラッ ト腹腔 マ クロ
フ ァー ジの培養系を用いて,細 胞 内PAFの 産生調節機序 にっ いてPGE2産 生 との関連 性 か ら解 析 した。
その結果,Ca2+一ATPase阻 害薬 のthapsigargin(TG)やproteinkinaseC活 性化薬 の12-0-tetradec-
anoylphorbo113-acetate(TPA)な どの刺激 による細胞 内PAFの 産生 は,同 時に産生 され るPGE2に
よって抑制的な調 節 を受 けてい ることを明 らかに した。 また,PGE2の 細胞 内PAF産 生抑 制機 序 につ い
て解 析 した結果,細 胞内cAMPレ ベ ルの上昇 が関与 してい る ことを明 らか に した。 この よ うに細 胞 内
PAF産 生 がPGE2に よって抑制 される ことを明 らかに したこ とは,PAF生 合成 阻 害薬 を開発 す る上 で
重要 な知 見であ る。
次 に,細 胞内PAFの 生理 的役割 と作用機構 にっ いて明 らかにす るため に,炎 症性 サイ トカイ ンの一 っ
であ るtumornecrosisfactor一 α(TNF一 α)の 産生 に対す る細胞内PAFの 役 割 にっ いて解 析 した。 そ
の結 果,TG刺 激 によって産生 され る細胞 内PAFは,TNF一 α産 生 に対 して促進 的 に作用 して い るこ と
を明 らか に した。 また,細 胞外PAFに はTNF一 α産生を元進 させ る作用 がない ことを示 し,従 って,細
胞 内PAFのTNF一 α産生充進作用 は,細 胞膜PAF受 容体を介す るオ ー トク ライ ン機 構 に よる もので は
な く,細 胞 内 メ ッセ シジャー として作用 して いる可 能性 を示唆 した。
本研究 によ り,細 胞 内PAFは,細 胞膜受容 体を介 す る作用機構 とは異 な る機構 によ り,そ の作用 を発
現す る とい う新 たな説 が提 唱された。本研究成果 は,こ れ までの細胞 膜PAF受 容 体拮抗 薬 とは異 な り,
細胞 内PAFの 作用 に特異的 に拮抗す る新 しい タイプの医薬 を開発 す るための糸 口になる もの と思われる。
よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 と して合格 と認 める。
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